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Beschreibung 

Gegenstand der Erfindung sind Verfahren zur Amplifikation von Nukleinsauren der Gattung Legionella und Verfah- 
ren zum gattungs- und speziesspezifischen Nachweis von Bakterien der Gattung Legionella sowie dafur geeigneter 
Reagenziea 

Legionellen sind aquatische, ubiquitare gramnegative aerobe, fakultativ intrazellulare stabchenformige Bakterien. 
Die Familie Legionellaceae besteht aus einer Gattung (Legionella) mit derzeit 48 bekannten Spezies und 51 Serogrup- 
pen. Von der wichtigsten Spezies L. pneumophila existieren 16 bekannte Serovare. Unter ihren wichtigsten Reservoi- 
ren sind Wasserleitungen, Klimaanlagen und Kuhlturme. Die Infektion des Menschen erfolgt uber legionellenhaltige 
Aerosole. Die Legionellose tritt hauf ig als Epidemie, z. B. uber Duschkopfe aus Warmwasseranlagen, kontaminiertes 
Kuhlwasser in Klimaanlagen, oder sporadisch auf Eine Mensch-zu-Mensch-Ubertragung ist bisher nicht beschrieben. 

Legionellen-lnfektionen lassen sich in zwei Gruppen unterteilen: Die Legionarskrankheit, eine akute, schwere, oft 
mit hohem Fieber, abdominellen Beschwerden, Kopfschmerzen, Myalgien und Verwirrtheitszustanden und anderen 
neurologischen Symptomen einhergehende atypische Pneumonie sowie das Pontiac-Fieber, eine mit grippeahnlichen 
Symptomen verlaufende selbstlimitierende Variante der Legionellose. 

Die wichtigste Serogruppe von L. pneumophila, ist L pneumophila Serogruppe 1 (L. pn. Sero. 1) alsdem mit ca. 
80 % haufigsten Erreger der Legionarskrankheit. Es existieren aber groBe regionale Unterschiede, insbesondere bei 
den nosokomial erworbenen Legion el losen. Im Gegensatz dazu werden bei Pontiac-Fieber uberwiegend L. micdadei 
und andere Non-Pneumophila-Spezies als kausales Agens beschrieben. 

Die Labordiagnostik der Legionellen ist schwierig. Legionellen konnen nur schlecht mit Fuchsin angefarbt werden, 
so daR man die Erreger mit der Gram-Farbung praktisch nicht darstellen kann. Legionellen wachsen nicht auf ublichen 
Kulturmedien, sondern nur auf Spezialnahrboden und einer Atmosphere, die 2,5 - 5 % CG 2 enthalt. Die Sensitivitat der 
Kultur ist nur ca. 20 % fur L pneumophila und ca. 5 % fur andere Spezies. 

Zum Nachweis von Legionellen wurden unter anderem DNS-DNS-Hybridisierungen, Pulsfeld-Elektrophorese, 
Ribotyping, Restriktionsfragment-Langenpolymorphismen, Fettsaure- und Ubichinon-Analysen, rRNS-Sequenzierung! 
RT-PCR und Southern Blot, Latex-Agglutination, Fourier -transformierte Infrarotspektroskopie, indirekte Immunfluores- 
zenz und Kohlenhydratutilisation (BIOLOG-System) angewandt. 

In Med. Microbiol. Lett. 1994; 3: 279-290 und Clin. Lab. 1994; 40: 21 1-216 ist die Sequenzierung von 5S-rDNS von 
Legionellen beschrieben. 

Auf dem Markt ist ein Kit zum Nachweis von Legionellen in Wasserproben erhaltlich. Bei einem Nachweisverfahren 
mit Hilfe dieses Kits wird in einem ersten Schritt ein Fragment der 5S-rDNS genusspezif isch amplrfizrert. In demselben 
GefaG wird ein Fragment des MIP-Gens der Spezies L. pneumophila amplif iziert. Der Kit enthalt insgesamt 7 Primer 
zur Durchfuhrung einer sogenannten Multiplex-PCR unter Herstellung zweier PC R- Amplif ikate. AnschlieGend erfolgt 
die Detektion der Amplif ikate durch Reverse Dot Blot. Das in diesem Kit realisierte Verfahren ist wegen der Notwendig- 
keit des Einsatzes einer groGen Anzahl von Primern komplex und in der Herstellung aufwendig. Daruber hinaus ist das 
bekannte Verfahren im Hinblick auf die Sensitivitat unbefriedigend. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war daher die Bereitstellung von Reagenzien, die den Nachweis von Legio- 
nellen einfacher gestalten und die weniger Komponenten beinhalten. Eine weitere Aufgabe war es, spezifischere und 
potentiell variablere Legionellen-nachweise zur Verfugung zu stellen. 

Gegenstand der Erfindung ist daher in einem ersten Aspekt ein Verfahren zur Amplifikation von Nukleinsauren der 
Gattung Legionella, in dem mit weniger als 7 Primern Nukleinsauren ailer moglichen Spezies der Gattung Legionella 
amplif iziert werden. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Nachweisverfahren unter Verwendung des oben genannten Amplif i- 
kationsverfahrens. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum Nachweis von Bakterien der Gattung Legionella unter 
Verwendung einer Nukleinsauresonde, welche eine mindestens 15 Basen lange Sequenz aufweist, die zu mindestens 
90 % homolog zu einem Teil der SEQ. ID. NO. 1 ist oder die zu mindestens 90 % komplementar zu einem Teil der SEQ 
ID. NO. 1 ist 

Kern der Erfindung ist, daB Sequenzen auf dem Legionella-Genom lokaiisiert wurden, die das Entwerfen von 
Nukleinsauresonden erlauben, die zum Nachweis aller bislang den Legionellen zugeordneten Spezies der Gattung 
Legionella verwendet werden konnen. 

Unter Amplifikation wird die Erhdhung der Konzentration der in einem Reaktionsgemisch vorhandenen Nukleinsau- 
ren oder Teilen davon verstanden. Beispiele fur solche Amplif ikationsverfah ren sind die Polymerase-Kettenreaktion 
gemaB EP-B-0 201 184, das sogenannte NASB A- Verfahren gemaG EP-A-0 329 822 sowie davon abgeleitete Verfah- 
ren. 

Bei dem Verfahren der EP-A-0 201 184 wird die zu amplif izierende Nukleinsaure, die einzelstrangig vorliegt oder 
einzelstrangig gemacht wird, mit einem molaren OberschuG zweier Oligonukleotid-Primer unter Hybridisierungsbedin- 
gungen und in Gegenwart eines induzierenden Agens fur die Polymerisation und Nukleotiden behandelt, wobei die Pri- 
mer so gewahlt werden, daBfOr jeden Strang ein zum Nukfeinsaurestrang komplementares Verlangerungsprodukt des 
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betreffenden Primers synthetisiert wird, und daB ein Verlangerungsprodukt eines Primers, wenn es von seinem Kom- 
plement getrennt ist, als Matrize zur Synthese eines Verlangerungsprodukts des anderen Primers dienen kann, Tren- 
nen der Verlangerungsprodukte von den Matrizen, an denen sie synthetisiert wurden, uncJ Verwendung der gebildeten 
Verlangerungsprodukte zur erneuten Umsetzung mit den Primern. Durch die zyklische Wiederholung der Schritte 
ergtbt sich eine theoretisch exponentielle Vermehrung einer Nukleinsauresequenz, die innerhaib der auBeren Hybridi- 
sierungspositionen der Primer liegt. 

Bei dem Verfahren gemaB EP-A-0 329 822 wird eine Primerkonstruktion zur Erzeugung einer doppelstrangigen 
Nukletnsaure verwendet, in der die zu amplif izierende Nukleinsauresequenz funktionell an einen Promoter gebunden 
ist. Hierzu weist einer der Primer mindestens einen Strang einer Promotorregion auf Der intermedin gebildete Tran- 
skriptionskomplex wird Bedingungen unterworfen, unter denen unter der Kontrolle des Promoters Ribonukleinsauren 
unter Verwendung der zu amplif izierenden Nukleinsaure als Matrize gebildet werden. Die gebildeten Ribonukleinsau- 
ren werden erneut zur Bildung jeweils eines neuen transkribierbaren NuWeinsaurekomplexes verwendet. Ein Vorteil 
dieses Systems ist, daft es isotherm gefuhrt werden kann. 

Unter Multiplex-PCR wird ein Verfahren gemaB EP-A-0 364 255 verstanden. Nach diesem Verfahren werden in 
einer Eintopfreaktion durch geeignete Anordnung der Hybridisierungspositionen einer Vielzahl von Primern bestimmte 
Fragmente von Nukleinsauren amplifiziert, die meist unterschiedliche Lange und Position im Genom aufweisen. 

Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren handelt es sich urn eine spezielle Ausfuhrungsform der sogenannten 
Hybridisierungstests, die in ihren Grundzugen dem Fachmann auf dem Gebiet der Nukleinsaurediagnostik bekannt 
sind. Soweit experimented Details im folgenden nicht ausgefuhrt sind, wird dazu vollinhaltlich auf "Nucleic acid hybri- 
disation", Herausgeber B.D. Hames und S.J. Higgins, IRL Press, 1986, insbesondere in den Kapiteln 1 (Hybridisation 
Strategy), 3 (Quantitative Analysis of Solution Hybridisation) und 4 (Quantitative Filter Hybridisation), Current Protocols 
in Molecular Biology, Eat FM Ausubel et al., J. Wiley and Son, 1987, insbesondere 2,9.1 - 2.9.10 und Molecular Clon- 
ing, Edt. J. Sambrook et al., CSH, 1989, insbesondere 9.4.7 - 9.5.8, Bezug genommen. Dazu gehoren insbesondere 
die bekannten Methoden zur Herstellung von markierten Nukleosidtriphosphaten, wie sie auch in EP-A-0 329 474 
beschrieben sind, die chemische Synthese von modifizierten und unmodifizierten Oligonukleotiden, die Spaltung von 
Nukleinsauren mittels Restriktionsenzymen, die Auswahl von Hybridisierungsbedingungen, durch welche eine Spezifi- 
tat erreicht werden kann, die vom AusmaB der Homologie zwischen den zu hybridisierenden Nukleinsauren, deren GC- 
Gehalt und deren Lange abhangt, sowie die Bildung von Nukleinsauren aus Nukleosidtriphosphaten mit Hilfe von Poly- 
merase^ gegebenenfalls unter Verwendung von sogenannten Primern. 

Eine Markierung im Sinne der vorliegenden Erfindung besteht aus einer direkt oder indirekt nachweisbaren 
Gruppe. Direkt nachweisbare Gruppen sind beispielsweise radioaktive ( 32 P), farbige oder fluoreszierende Gruppen 
oder Metallatome. Indirekt nachweisbare Gruppen sind beispielsweise immunologisch oder enzymatisch wirksame 
Verbindungen, wie Antikorper, Antigene, Haptene oder Enzyme oder enzymatisch aktive Teilenzyme. Diese werden in 
einer nachfolgenden Reaktion oder Reaktionssequenz detektiert. Besonders bevorzugt sind Haptene, da mit ihnen 
markierte Nukleosidtriphosphate (rNTP oder dNTP) im ailgemeinen besonders gut als Substrate von (RNS- bzw. DNS- 
) Polymerasen einsetzbar sind und eine anschlieBende Reaktion mit einem markierten Antikorper gegen das Hapten 
oder das hapenisierte NuWeosid leicht vorgenommen werden kann. Solche Nukleosidtriphosphate sind beispielsweise 
Brom-Nukieosidtriphosphate oder Digoxigenin-, Digoxin- cder Fluorescein-gekoppelte Nukleosidtriphosphate. Als 
besonders geeignet haben sich die in EP-A-0 324 474 genannten Steroide und deren Detektion erwiesen. Fur deren 
Inkorporation in Nukleinsauren wird hiermit auf die EP-A-0 324 474 verwiesen. 

Unter den Nukleinsauren, die zur Verwendung des erfindungsgemaBen Ampliations- und Nachweisverfahrens 
fur Legionellen verwendet werden konnen, werden insbesondere genomische Nukleinsauren verstanden. Genomische 
Nukleinsauren enthaften unter anderem auch die Gene, welche fur die ribosomale RNS (rRNS) codieren, sowie eine 
Reihe von Spacersequenzen. Diese werden nach der GroGeder rRNS, fur die sie codieren, benannt. In Legionellen- 
genomen sind in dieser Reihenfolge das 16S-rRNS-Gen, das 23S-rRNS-Gen und das 5S-rRNS-Gen angeordnet. 
Diese Gene sind durch sogenannte Spacerregionen voneinander getrennt. 

SEQ. ID. NO. 1 offenbart eine Nukleotidsequenz, die Ahnlichkeiten mit der in Spezies der Gattung Legionella ent- 
haltenen genomischen Sequenz aufweist, die aneinander angrenzende Bereiche der 23S-rRNS, der Spacerregion zwi- 
schen 5S-rRNS-und23S-rRNS-unddes5S-rRNS-Bereicheseinschlie6t. Die SEQ. ID. NO. 1 schliefitnur einen relativ 
klemen Teil der 23S-rRNS jedoch die vollstandige Spacerregion und ca. 80 % der 5S-rRNS ein. 

SEQ. ID. NO, 1 stellt eine Nukleotidsequenz dar, aus weicher Teilsequenzen entnommen werden konnen, diegat- 
tungsspezifisch fur Legionella sind. 

Im Sinne der vorliegenden Erfindung soil der Begriff Nukleinsauresonde nicht im Hinblick auf die Funktion ein- 
schrankend betrachtet werden. Die oben genannten Eigenschaften sind maBgebend. Insbesondere sollen zu den 
Nukleinsauresonden auch die sogenannten Probes oder Nachweissonden gezahlt werden, deren Hybridisierung mit 
den m der Probe vorhandenen Legionellanukleinsauren als Maf3 fur die Anwesenheit des Bakteriums nachgewiesen 
werden kann. Dazu kann die Nukleinsauresonde bevorzugt weitere Teiie enthalten, die den Nachweis oder die Ampli- 
fikation nicht wesentlich nachteilig beeinflussen. Zu solchen Moiekulteilen gehoren beispielsweise Markierungen zum 
Nachweis der Sonden, bzw. Hybriden, die diese Sonde enthaften, Gruppen, welche eine Immobilisierung der NuWein- 
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sauresonde an eine feste Phase erlauben. teste Phasen als solche (z. B. Beads oder Oberf lachen, z. B. von Reagenz- 
oder DetektionsgefaGen) oder weitere, nicht mit Legionella-Sequenzen interferierende Nukteotidsequenzen. Die Aus- 
gestaltung der Nukleinsauresonde richtet sich daher insbesondere nach der Art, wie der Nachweis der Legionella- 
Nukleinsauren gefuhrt werden soli. 

5 Unter einer Nukleinsauresonde wird ein Molekul mit einer festgelegten Aufeinanderfolge von Basen verstanden, 

welches in der Lage ist, mit naturlichen Nukleinsauren Hybride aufgrund von Basen-Basen-Wechselwirkungen zu Wi- 
den. Hierzu gehoren naturliche und artifizielle Nukleinsauren. Die artifiziellen Nukleinsauren unterscheiden sich von 
den naturlichen Nukleinsauren dadurch, da6 sie entweder im Basenteii (z. B. durch Verwendung von Basenanaloga, z. 
B. 7-deaza-dGTP) oder im Grundgerust (Ersatz der Zucker- oder/und Phosphateinheiten durch andere chemische 

w Molekulteile, z. B. Peptide) modifiziert sind. Derartige kunstliche Nukleinsauren sind beispielsweise auch die in WO 
92/20702 beschriebenen Peptidnukleinsauren (PNA). Wesentlich fur die korrekte Funktionsweise der Nukfeinsaure- 
sonden ist die spezifische Basenpaarung, wodurch die Selektivitat der Sonden erreicht wird. Besonders bevorzugt 
besteht eine Nukleinsauresonde aus Desoxyribonukleinsaure (DNS). 

Unter einer Nukleinsauresonde werden auch die sogenannten Primer verstanden, welche nach Hybridisierung mit 

15 Legionella-NuWeinsauren unter Verwendung eines Enzyms verlangert werden kbnnen. Typische Veriangerungsreak- 
tionen sind beispielsweise die Anhangung von Mononukleosidtriphosphateinheiten durch DNS-Polymerasen (z. B. E. 
coli DNS-Polymerase, Klenow- Fragment oder Thermus aquaticus-Polym erase) unter Verwendung der Legionella- 
Nukleinsauren als Matrize. In diesem Fall wird mit den bislang bekannten Enzymen das 3'-Ende des Primers verlan- 
gert. Eine weitere Verlangerungsreaktion ist die Ligase-Reaktion, bei der die Nukleinsauresonde mit einem weiteren 

20 Oligonukleotid enzymatisch verknupft wird (z. B. EP-A-0 320 308). Zwischen der Polymerase- und der Ligasereaktion 
sind Mischformen bekannt (z. B. WO 90/01069). 

Unter einer fur Legionella gattungsspezifischen Nukleinsauresonde wird eine Nukleinsaure verstanden, die mit 
einer Nukleinsaure hybridisiert, die eine Nukleotidsequenz gemaB SEQ. ID. NO. 1 bzw. deren Komplement enthalt, 
oder die mit alien der in Tabelle 1 genannten Legionellenspezies unter denselben Stringensbedingungen hybridisiert! 

25 Besonders bevorzugt hybridisieren diese Nukleinsauren mit alien moglichen Spezies der Gattung Legionella. 

Die gattungsspezifischen Sequenzen liegen bei der Sequenz der FIG I bevorzugt im 23S- und/oder 5S-Bereich; 
wenngleich es bei geschickter Wahl der Hybridisierungsbedingungen auch moglich ist, gattungsspezifische Sonden 
auch im Spacer-Bereich zu entwerfen. 
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Erwartete Amplifikatlangen 23S-5S-Spacer-Region bei Verwcndung von Primerpaar B/D 

5 



Species/ Scrogroup 
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(NCTC) 




L' r"\ rv\ r\ 1 t ~t pt r\c*^t \ rvi rr*i ft* 

NUitipiCLlC DUbLinitTlLC 


Accession 


lU. 










iNUIIlUCI 


NO 


L. pneumophila sero l 


33152 


Philadelnhia-1 




71Cld1 1 

WUHJ i 




L. pneumophila sero 1 


33153 


tCnnvvillp- 1 

V 1 ills A 


232bn/33fihn 




77 


L. pneumophila sero 1 


43108 


Benidorm 030E 


232hn/3'?6bn 




7SI 


L. pneumophila sero 1 


431 12 


France 581 1 


232hn/33fihn 


71(\*-iA 


70 


L. pneumophila sero 1 


43109 


OLDA 


232bn/336hn 


71Cld1it 




L. pneumophila sero 1 


43110 


Oxford 4032E 




71CiA1* 


1 1 


L. pneumophila sero 1 


43113 




23?W33fihn 


71C\A1Sl 


10 


L. pneumophila sero 2 


33154 


Xo^US" 1 


232bn/336hn 




11 


L. pneumophila sero 3 


33155 


RIonminfytnn-7 


232bn/33fihn 


710A 1H 


Id 


L. pneumophila sero 4 


33156 


Lo«s Anuples-l 


232bn/336bn 


Z30439 


35 


L. pneumophila sero 4 


n.a. 


Portland 


232bn/336bn 


230440 


36 


L. pneumophila sero 5 

.... r , ,. r .. 


33216 


Dallas-IE 


232bn/336bn 


230441 


37 


L. pneumophila sero 5 


(11417) 


Cambridge-2 


232bn/336bn 




38 


L. pneumophila sero 6 


33215 


Chi cas o-2 


232bn/336bn 


730443 


39 


L. pneumophila sero 7 


33823 


(*!hiratyn-8 


232hn/336hn 


230444 


40 


L. pneumophila sero 8 


35096 


Concord-3 


232bD/336bn 


230445 


41 


L. pneumophila sero 9 


35289 


IN-23-G1-C2 


232bn/336hn 


710446 


42 


L. pneumophila sero 10 


43283 


Leiden*- 1 


232bn/336hn 


230447 


dl 


L. pneumophila sero 1 1 


43130 


797-PA-H 




230448 


dd 


L. pneumophila sero 12 


43290 


570-CO-H 


232hn/336hn 


230449 


45 


L. pneumophila sero 13 


43736 


82 A 3105 


232bo/336bo 


230450 


46 


L. pneumophila sero 14 


43073 


1169-MN-H 


232bo/336bn 


230451 


47 


L. anisa 


35292 


WA-316-C3 


267bo/371bn 


Z30535 


48 


L. brunensis 


n.a. 


n.a. 


246bp/350bp 


230536 


49 


L. cherrii 


35252 


ORW 


258bp/362bp 


230537 


50 


L. cincinnatiensis 


43753 


72-OH-H 


2i3bn/317bn 


230452 


51 


L. dumoffii 


33279 


NY-23 


255bn/3S9hn 


230538 


S7 


L. ervthra 


35303 


SE-32A-C8 








L. feeleii sero 1 


35072 


WCM4C 


238bp/342bp 


Z30454 


54 


L, feeleii sero 2 


35849 


691-WI-H 


238bp/342bp 


Z30455 


55 


L, israelensis 


43119 


Bercovier-4 


217bp/321bp 


Z30583 


56 


L. jordanis 


33623 


BL-540 


244bp/348bp 


Z30539 


57 


L. longbeachae sero 1 


33462 


Long Beach-4 


208bp/312bp 


Z30456 


58 


L. longbeachae sero 2 


33484 


Tucker- 1 


208bp/312bp 


Z30465 


59 


L. maceachernii 


35300 


PX-1-G2^E2 


250bp/352bp 


Z30461 


60 


L. micdadei 


33218 


Tatlock 


267bp/371bp 


Z30460 


61 


L. moravica 


n.a. 


316-36 


236bp/340bp 


Z30457 


62 


L. oakridgensis 


33761 


OR-10 


197bp/302bp 


Z30540 


63 


L. rubrilucens 


35304 


WA-270A-C2 


219bp/324bp 


Z30458 


64 


L. sainthelensi 


35248 


Mt St Helens-4 


212bp/316bp 


Z30459 


65 


L. spiritensis 


35249 


Mt St Helens-9 


246bp/350bp 


Z30464 


66 


L. steigerwaltii 


35302 


SC-18-C9 


256bp/360bp 


Z30463 


67 


L. wadsworthii 


33877 


81-716A 


262bp/366bp 


Z30462 


68 



Unter speziesspezifischen Nukleinsauresonden werden Nukleinsauren verstanden, die mit alien Serovaren einer 
Legionellaspezies unter denselben Stringensbedingungen hybridisieren. Solche Sonden sind mit ihrer Sequenz in Bei- 
sptel 3 wiedergegeben. Darunter befindet sich auch eine L pneumophila-Speziessonde, die mit alien Serovaren der 
Spezies pneumophila, nicht jedoch mit den ubrigen, in Tabelle 1 genannten, Spezies aus der Gattung Legionella hybri- 
disiert. 
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Die Nukleinsauresonden der vorliegenden Erfindung sind mindestens 15 Basen lang, besonders bevorzugt zwi- 
schen 23 und 40 Basen. Es handelt sich somit urn Nukleinsauren, wetche auf einfache Weise durch chemische Syn- 
these in sogenannten (Nukleinsaure-) Synthesizem hergestellt werden konnen. Sequenzen die ais 
gattungsspezifische Sequenz fur Legionella zu gebrauchen sind, erhait man durch Aussuchen einer mindestens 15 
Basen langen Sequenz aus SEQ, ID.NO. 1, wobei eine Abweichung in 1 oder 2 Basen der Gattungsspezifitat in Abhan- 
gigkert von den Hybridisierungsbedingungen in den meisten Fallen keinen Abbruch tun wird. Es ist selbstverstandiich 
daG die Anzah! der Abweichungen mit zunehmender GroGe der Nukleinsauresonde zunehmen kann. Erfindungsge- 
maG sind daher Sonden bevorzugt, die zu mindestens 90 % homolog zu einem Teil der SEQ. ID. NO 1 sind Oder die 
zu mindestens 90 % komplementar zu einem Teil der SEQ. ID. NO. 1 sind. Besonders bevorzugt sind Sonden welche 
eine mindestens 15 Basen lange Sequenz (in direkter Aufeinanderfolge) enthalten, die streng homolog oder strena 
komplementar zu einem Teil der SEQ. ID. NO. 1 ist. 

Die Gattungsspezifitat konnte leiden, wenn die Sonde weitere Legionellaspezies-spezifische Sequenzen oder 
mcht-Legionella spezifische Sequenzen enthalt, die eine zu spezifische bzw. zu unspezif ische Hybridisierung bewirken 
wurden. Bevorzugt sind weitere Legionella-spezrfischen Sequenzen, sofern sie uberhaupt vorliegen, nicht mehr als 15 
Basen lang. 

Desweiteren kann eine Nukleinsauresonde im Legionella-unspezifischen Teil funktionelle Nukleotidsequenzen wie 
sie beispielsweise fur Promotoren oder Origins of Replication charakteristisch sind, enthalten. 

Innerhalbder SEQ. ID. NO. 1 sind bestimmte Bereiche zur Auswahl von gattungsspezifischen Sequenzen insbe- 
sondere fur Nachweissonden besonders bevorzugt. Besonders bevorzugte Bereiche liegen zwischen den Positionen 
94 und 126, 25 und 67, 336 und 293 sowie 307 und 286. Besonders bevorzugt schlieGt die Sequenz der Sonde die 
Sequenz von Position 268 bis 296 ein. 

Das erf indungsgemaGe Amplifikationsverfahren kommt im Gegensatz zum Stand der Technik mit weniger als 7 Pri- 
mern aus. Dies ist beispielsweise mdglich dadurch, daG als Primer eine oder mehrere der erfindungsgemaGen Nukle- 
insauresonden benutzt werden. Ein Amplifikationsverfahren, welches mit nur einem Primer auskommt, wird schon 
dadurch realisiert, daG der Primer mit der zu amplifizierenden Nukleinsaure hybridisiert, mit Mononukleosidtriphospha- 
ten unter Einwirkung einer DNS-Polymerase verlangert wird, das Verlangerungsprodukt von der Matrizennukleinsaure 
getrennt und der obige Vorgang mit einem neuen Primer wiederholt wird. In jedem Zyklus wird daher pro Nukleinsaure 
ein Verlangerungsprodukt gebildet. Es handelt sich somit urn ein lineares Amplifikationsverfahren. Exponentielle Ampli- 
cation ist theoretisch beispielsweise dann erreichbar, wenn 2 Primer eingesetzt werden, welche die prinzipiellen 
Bedingungen, wie sie in der EP-A-0 201 184 beschrieben sind, erf alien. In einer vorteifhaften Ausfuhrungsform wird ein 
weiteres Primerpaar eingesetzt, welches auf dem amplifizierten Nukleinsaurefragment zwischen den Hybridisierungs- 
positionen des ersten Primerpaares hybridisiert Diese Ausfuhrungsform wird gelegentlich auch als "nested PCR" 
bezeichnet. Darin werden insgesamt 4 verschiedene Primer eingesetzt. 

Auch bei den auf Transkriptionsreaktionen beruhenden Amplifikationsverfahren werden im allgemeinen Fall 2 
Nukleinsauresonden eingesetzt die entweder auf gegenlaufigen Strangen oder auf einem Strang der zu amplifizieren- 
den Nukleinsaure hybridisiert werden konnen. 

Erf indungsgemaG handelt es sich fur das gattungsspezifische Amplifikationsverfahren bei alien als Primer fungie- 
renden Nukleinsauresonden urn Legionella-gattungsspezif ische Sonden. In einem besonders bevorzugten Fall hybridi- 
siert einer der Primer mit einem Strang der Legionella-NuWeinsaure in der 23S-rDNS-Region und der andere mit dem 
Gegenstrang in der 5S-rDNS-Region. Dadurch wird erreicht, daG das amplifizierte Teilstuck der Nukfeinsauresequenz 
der Legionellen sowohl Teile der 23S-rDNS-Region, der 5S-rDNS-Region als auch der dazwischenliegenden Spacer- 
region umfaGt. Zum Verstandnis muG an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, da3 sich die Amplifikate unter- 
schiedlicher Spezies in der Sequenz unterscheiden, der zwischen den einander zugewandten Enden der 
ursprunglichen Primer liegt. Dabei handelt es sich eben bevorzugt urn Sequenzen der Spacer-Region. 

Das erfindungsgemaGe gattungsspezifische Amplifikationsverfahren kann fur mehrere Zwecke benutzt werden. In 
einer ersten Mbglichkeit (z. B. im Sinne eines Screenings) kann die Summe aller in der Probe vorliegenden Spezies der 
Gattung Legionella nachgewiesen werden. Dies ist beispielsweise mdglich, wenn die in der gattungsspezifischen 
Amplrfikation erzeugten Amplifikate mit einer weiteren gattungsspezifischen (gewunschtenfalls nachweisbar markier- 
ten) Nukleinsauresonde zur Hybridisierung gebracht und die gebildeten Hybride nachgewiesen werden. Dabei kann 
die Nukleinsauresonde (Nachweissonde) so gewahlt werden, daG sie in den Bereichen nahe den ursprunglichen Pri- 
merhybridisierungsstellen hybridisiert, jedoch wird die Aussagekraft des gattungsspezifischen Nachweises dadurch 
noch erhoht, daG die Nukleinsauresonde in dem zwischen den aufeinander zu zeigenden Enden der Primer liegenden 
Bereich der Amplifikate hybridisiert. Besonders bevorzugt hybridisiert die gattungsspezifische Nachweissonde zwi- 
schen den Positionen 242 und 299 von SEQ. ID. NO. 1 und ist zwischen 25 und 35 Nukleotiden, besonders bevorzugt 
26 bis 30 Nukleotiden lang. Mit der Veranderung der Lange der Sonde muG die Hybridisierungstemperatur entspre- 
chend angepaGt werden. Die optimale gattungsspezifische Sonde hybridisiert zwischen den Positionen 268 und 296 
und ist somit 29 Nukleotide lang. 

Prinzipiell sind fur den Nachweis der Amplifikate alle bekannten Nachweisformate verwendbar, beispielsweise Auf- 
trennung nach GroGe der Amplifikate (z. B. Gelelektrophorese) aber auch die Blot-Verfahren. Beispielsweise kann 
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So1!" 9 h t J, G ™ envariabili taten der Spacer-Region eine Differenzierung von Non-Pneumophila-Spezies im 
SIS ? r, A9 T e9e ' durchgefuhrt werden. was im Sinne eines Screeningverfahrens eine rasche 
3 TZnr £ IT , e AUf einen NaChW6iS ' def auf einem Hybridisierungsschritt mit einer Nachweissonde 
me 'u n,Cht V6rZIChtet W6rden - A ' S besonders «>rteilhaft hat sich die Verwendung des Reverse-Dot- 
Blot-Fo mats erwieserr H.erzu wird beispielsweise eine gattungsspezifische Nukleinsauresonde auf einer Membran 
ZLiT a" ^"T^ d3S Pr0dUkt d9r Am P ffik ationsreaktion auf die immobilisierten Sonden gegeben. Oazu 
mussen die Amplifikate gegebenenfalls vorher einzelstrangig gemacht werden. Wenn wahrend der Ampliation mar 
krerte Mononukleosidtriphosphate eingebaut wurden, ist der Nachweis der Qber die Nukleinsauresonde immobilisierten 
Amprfikate nach Abwaschen nicht gebundener Nukleinsauren auf einfache Weise moglich. Ein solches Format ist bei- 
te!^^. ^ beSChriebea AUf d6n ,nha " di6Ser Pa *ntanme,dung wird hiermit yJrSSSh 

■ t Ei " ^weis ist i^ 0 ^ auch °ber die sogenannten Sandwich-Verfahren moglich, bei denen neben der immobili- 
s.erten Nukleinsauresonde eine weitere, markierte gattungsspezifische Nukleinsauresonde (Nachweissonde) einoe- 
setet W .rd die mit den Amplif ikaten an einer anderen Position hybridisiert als die Festphasen-gebundene Sonde 
Dieses Verfahren ist prinzipiell in EP-B-0 079 1 39 beschrieben. M««unuene oonae. 

Das erfindungsgemaGe gattungsspezifische Amplifikationsverfahren ermoglicht jedoch auch den verlaBlichen und 
unkompl.zierten Nachweis von Legionella-Spezies (z. B. fur den klinischen Routinealltag) oder Gemischen von Spezies 
(z. B. eine Unterscheidung von L-pneumophila von non-pneumophila). Fur diesen Fall kann im AnschluB an das qat- 
tun^sspezifjsche Amplifikationsverfahren eine Hybridisierung mit einer (gewunschtenfalls markierten) speziesspezifi- 
schen Sonde (Nachweissonde) durchgefuhrt werden, die im amplif izierten Bereich zwischen den aufeinander zu 
zeigenden Enden der Primer hybridisiert. In SEQ. ID-Nos. 26 - 68 sind Sequenzen, aus welchen die speziespezifischen 
Sequenzen ausgewalt werden konnen, fur einzelne Spezies angegeben. Die speziesspezifischen Teile befinden sich 
insbesondere ,m Spacer-Bereich, der bevorzugt mittels der gattungspezif ischen Primer amplrfiziert wird. Die Lage der 
Amplrfikate (z. B. wie in Tabelle 1 angegeben) ergibt sich aus den Hybridisierungspositionen der Primer (in Tabelle 1 ist 
d.es das Pnmerpaar B/D). Besonders bevorzugte speziesspezifische Nachweissonden sind in Beispiel 3 7 angegeben 
Speziesspezifische Nachweissonden, die auf diesen Spacersequenzen beruhen, sind bevorzugt langer akTl5 bo 
und Kleiner als die gesamte Spacerregion. H 
Das erf indungsgemaBe Verfahren ermoglicht daher den multiplen Nachweis von Legionella-Spezies unter Verwen- 
dung einer einzigen in einer vorgeschalteten gattungsspezifischen Amplifikationsreaktion hergestellten Reaktionsmi- 
schung. die Amplrfikate von Teilen der in der Probe anwesenden Legionella-Spezies enthalt. Ein Vorteil der Erfindunq 
ist daher. daB s.e einen einfacheren, d. h. weniger komplexen Nachweis von Bakterien der Gattung Legionella ermog- 

Ebenfalls Gegenstand der Erf indung ist daher ein Paar von Primern zur Ampliation von Legionella-Nukleinsau- 
VOn de r en eine [ mi « einem Stran 9 der 23S-Region und der andere mit dem Gegenstrang in der 5S-Region des 
35 Legionella-Genoms hybridisiert. 

Ebenfalls Gegenstand der Erf indung ist eine doppelstrangige Legionella-spezifische Nukleinsaure, enthaltend die 
Spacerregion zwischen 5S-rDNS und 23S-rDNS sowie jeweils nur solche Teile der 5S-rDNS und 23S-rDNS die im 
Genom d.rekt an die Spacerregion anschlieBen. Bevorzugt ist diese doppelstrangige Nukleinsaure hochstens'371 bp 
lang und ist das Produkt einer gattungsspezifischen Amplifikationsreaktion 
40 Ebenfalls Gegenstand der Erf indung ist ein Reagenzkit zum Nachweis von Legionella-Spezies enthaltend minde- 
stens eine Legionella-gattungsspezifische Nukleinsaure und mindestens eine Legionella-speziesspezif ische Sonde 
Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung naher erlautern: 



20 



25 



30 



45 



Beispiel 1 : 

Bakterlengewinnung und Anzucht 



55 



Die h.er verwendeten Legionellen "Type strains" wurden auf gepuffertem Hefe-Kohle-Extraktagar (P.H Edelstein 
Laboratory Diagnosis of infections caused by legionellae, Eur. J. Clin. Microbiol. Vol. 6,1.4-10 (1 987)) unter Zusatz von 
a-Ketoglutarat bei einer Inkubationstemperatur von 35°C in feuchter C0 2 -Atmosphare fur mindestens 3 Tage ange- 
zucntet. Gram-Farbungen, Mikroskopie und Inkubation von Blut-Agar-Platten zeigten kein Wachstum anderer Bakte- 
nea Die LegioneHen wurden mit 3 ml bidestilliertem Wassers von den Platten geerntet und verdiinnt, mit 12.000 g 
zentr.fug.ert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 500 ^ bidestilliertem Wasser resuspendiert Logarithmi- 
sche Verdunnungsreihen und Auszahlen der Kolonien auf Agarplatten ergaben durchschnittlich 10 10 KBE/ml 
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Be lspiel 2: 



DNS-Aufschluft 



Je em 250 ^-Aliquot der jeweiligen Bakterienkultur wurde zur Freisetzung der DNS alkalisch lysiert (PCR- Clinical 

diagnostics and research; Springer Verlag Berlin/Heidelberg 1992, $. 79-80), indem 250 n \ einer 200 mM NaOH- 

Losung hinzugefugt, mit 100 u l Mineralai (Sigma) uberschichtet und fur 20 Minuten in einem auf 95°C vorgeheizten 

Thermomixer inkubiert wurden. Nach Schuttefn und Zentrifugation wurden 32 ^l Tris-HCI (pH 5 0) zur Neutralising 

hinzugefugt erneut geschuttelt und zentrifiigiert. Kontrollproben mit bidestilliertem Wasser wurden identisch behan- 

delt, um mdgliche Kontaminationen wahrend der Probenaufbereitung zu erkennen. 

Die so gewonnenen Nukleinsauren konnten in den Amplications- und Hybridisierungs-experimenten eingesetzt 
werden. 



B£ispjej_3: 



Nachweis von Legionellen (Gattung und Spezies) 

Der Nachweis von Legionellen geschah durch erf-ndungsgemaBe gattungspezifische Amplrfikation unter Einbau 
von mit Digoxigenin marKiertem dUTP. Die markierten Amplifikate wurden anschlieBend mittels der Reverse Dot-Blot- 
Technik (Kawasaki et a; Genetic analysis using polymerase chain reaction - amplified DNS and immobilized oligonu- 
cleotide probes: reverse dot-blot typing; in; Methods in Enzymology, Band 218, 1993) nachgewiesen. 

1. Sonden-Herstellung (Tailing- Reaktion) 

Boehringer Mannheim Terminale Transferase Kit 220-582 

200 pmol Oligonukleotid 

20 ul 5 x Reaktionspuffer 

6 nl 25 mM CoCI 2 (Endkonzentration 1 ,5 mM) 

8 u.1 10 mM dTTP (Gesamtmenge 80 nmol) 

2,4 pi Terminale Transferase (60 U) 

ddH 2 Oad 100 \i\ 

Gemisch eine Stunde bei 37°C inkubieren. 



2. Polymerasenkettenreaktion (PCR) & Digoxigenin-Markierung der PCR-Produkte 

PCR 25 ii\ Ansatze: 

3,75 nl dNTPs (1 mM Konz) 

1,25 Boehringer DIG DNS Labeling mixture 

2,5 jlxJ Perkin-Elmer Puffer I 

je 0,75 ul Primer (Stammlosung 10 nM) 

1 ^l Taq Polymerase (Perkin-Eimer) (verdunnt 1:10) 

H 2 0 ad 24 ui 

1 id DNS 

Thermoprofil (Primer B & D; Perkin-Elmer 9600-Thermocycler) 
95° - 3 Min. 

95° - 30 Sek., 54° - 25 Sek., 72° - 30 Sek.: 30 Zyklen 
72° - 5 Min. 
herabkuhlen auf 6° 



3. Vorbereitung der Membranen 

Boehringer Mannheim positively charged Nylon membranes in dunne Streifen schneiden. Mit Bleistift beschriften 
und mit abgeschnittener 1 ml-Pipettenspitze Kreise in die Membran "stampfen". 1 uJ (2 pmol) Sonde auftragen 10 
Minuten lufttrocknen, mit 120 ml kreuzlinken (Stratalinker®, Stratagene). 

Waschen der Membran (um nicht gebundene Sonde zu entfernen): (alle Streifen zusammen in einem 50 mi Fal- 
con®-Rohrchen) 

Waschlosung: 5 x SSPE, 0,5 % SDS 30 Minuten bei 61° 
Mit bidest. H 2 0 kurz waschen 

lufttrocknen, Streifen konnen nach diesem Schritt bei -20° aufbewahrt werden. 
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4. Hybridisierung 
Prahybrtdisierung 
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- in einzeinen, numerierten Eppis (Eppendorf-GefaG) 
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Losung (je 300ml) 5 x SSPE 
0,5% SDS 
0,5% Dextransulfat 

30 Min. bei 61°. 
Hybridisierung 

PCR-ProduW wird 10 Minuten bei 95* denaturiert und zugig nach Ende der Prahybridisierung zugegeben 
Genau eme Stunde bei 61° bei sanfter Rotation hybridisieren lassen ^gegeoen. 

folgen^ (im 8 *" n ^P^orf-Gef,3, mit jeweils 300 ,l der 

2 x SSPE 
0,1 %SDS 

Waschschritte (unter leichtem Schutteln): zweimal 5 Min. bei Raumtemperatur und einmal 10 Min. bei 65°. 
5. Detektion 

Alle Schritte wer^den unter standigem leichten Schutteln in einem 50 ml Falcon- Rehrchen durchgefuhrt (Puffervo- 
lumen ca. 30 ml) (Boehringer Mannheim Katalog Nr. 1 1 7504) w.yerunn t runervo 

a) 30 Min. D1 -Puffer 

b) 30 Min. D2-Puffer 

c) 3 M l Antikdrper-Konjugatlosung mit 30 ml frischem D2-Puffer vermischen, 30 Min inkubieren 

d) 2 x 15 Min. D1 -Puffer 



e) kurze Inkubierung in D3-Puffer 

f) Die Membranen werden mit der DNS-Seite nach oben in einer Klarsichthulle plazierf 
45 jul NBT 

30 35 ^1 X-Phosphat-L6sung 

10 ml D3-Puffer 

g) Die Farblosung zugeben, die Membranen dabei nicht bewegen. Genau 15 Min. entwickeln 

h) Stopplosung: D4-Puffer 

i) lufttrocknen 
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Puffer 
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20 x SSPE 


3M NaCI 


175,3 g NaCI 




0,2 M Na 2 H 2 P0 4 


27,6g Na 2 H 2 P0 4 




20 mM EDTA 


7,4g EDTA 




pH auf 7,4 mit NaOH einstellen, aqua bidest. ad 1.000 ml 


2xSDS 


20 g SDS 






pH auf 7,2 mit HCI (ein paar Tropfen) einstellen, 




aqua bidest ad 1.000 ml 


D1 


100 mM Maleinsaure 




150 mN NaCI 






0,3 % (w/v) Tween 20 




pH auf 7,5 bei 20° mit NaOH einstellen 


D2 


1,0 % Blocking-Reagens (Kasein, Boehringer Kit), gelOst in D1, muG ca. eine Stunde vor 
Gebrauch hergestellt werden bzw. kann bei -20° aufbewahrt werden. 


D3 


100 mMTrisHCI 
100 mM NaCI 
50 mM MgCI2 






pH auf 9,5 bei 20° einstellen 


D4 


lOmMTris HCI 
1 mM EDTA 






pH auf 8,0 einstellen 
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6. PCR-Primer 

18mer: S'-GGCTGATTGTCTTG ACCA-3 ' (Primer B) SEQ.ID.Na 2 

20mer: S'-AGGAAGCCTCACACTATCAT-S' (Primer D) SEQ.ID.Na 3 

24mer: GTTGAAGACTACGACGTTGATAGG (Primer A) SEQ.ID.Na 4 

21 mer: AATGTTTCACTTCTGAGTTCG (Primer C) SEQ.ID.Na 5 



SEQ.ID.Na 6 
SEQ.ID.Na 7 



7. Oligonucleotidsonden (5S-rDNS): 
Gattungssonde: 

29mer:5'-AACCACCTGATACCATCTCGAACTCAGAA-3' 
L. pneumophila-Speziessonde: 

31 mer: 5'-ACGTGAAACGTATCGTGTAAACTCTGACTC-3' 
L. anisa-Speziessonde: 
36mer: 5'-ATGCGAATACAAGATGTAGGTTGGGC-3' SEQ.ID.Na 8 
L. micdadei-Speziessonde: 

34mer: S'-ATGTAAATTGCTCAGACAAATGAATACAGAGTTT-S' SEQ.ID.Na 9 
L. brunensis-Speziessonde: 

31 mer: 5'-CCTGTTTTTACAGAGCACTTAACAATGCTCT-3 , 
L. cherrii-Speziessonde: 

29mer: S'-AATGCAAATACAAGAAATTTAGGTTGGGC-S' 
L. cincinnattiensis-Speziessonde: 
27mer: 5 , -CTCTCTTTRTTTACCGGAAGTAACGCG-3 , 
L. dumoffii-Speziessonde: 

26mer:5'-ATCAATACCTGGGGTAGGACACCTGC-3' 
L. erythra-Speziessonde: 



SEQ.ID.Na 10 
SEQ.ID.Na 11 
SEQ.ID.Na 12 
SEQ.ID.Na 13 
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24mer; 5'-AACCCGGGTAAGACCGGAAAAACC-3' SEQ.ID.No. 14 
L. feeleti-Speziessonde: 

27mer : 5'-GCAAAAATGAAAGACAAATGCGTTTGT-3' SEQ. ID. No. 1 5 
L. israelensis-Speziessonde: 
5 27mer: 5'-TTAAACGCTTGTGAATCAAACCCATTC-3' SEQ.ID.No. 16 

L. jordanis-Speziessonde: 

27mer: 5'-TGATGAATGAATATCCCCTAACATGGG-3' SEQ. ID.No. 1 7 
L. longbeachae-Speziessonde: 

39mer: 5'-TGCTTG ATATAAG ATATAATAC CTCTTTATTTACCTG AG-3 ' SEQ.ID.No. 1 8 
w L. maceachernii-Speziessonde: 

32mer: S'-GGCAATACTTTAATTAAAGGCATTAATGCCTA-S' SEQ.ID.No. 19 
L. moravica-Speziessonde: 

23mer: 5'-AGGCCTTGGGCTTGTTGATTGAA-3' SEQ.ID.No. 20 
L. sainthelensi-Speziessonde: 
is 40mer : 5'-GTGCTGAATATAAGATATAATGTTACTCTCTTTAT^TACC-3 , SEQ. ID.No. 21 
L spiritensis-Speziessonde: 

25mer: 5'-GTGTGCCCTGAAGAAGAAACAGGGT-3 ( SEQ.ID.No. 22 
L. steigerwaltii-Speziessonde: 

28mer: 5'-AATGTGTATACAAGCTGTAGGTTGGCCA-3' SEQJD.No. 23 
20 L wadsworthii-Speziessonde: 

30mer: S'-GTACGTACG AATTAGAG ATTGGGTCTAGG C-3 ' SEQ.ID.No. 24 

8. Nachweisverfahren 

25 a) Reverse dot-blot-Hybridisierung mit 4 verschiedenen Sonden 

GemaB obigem Arbeitsprotokoll wurden Nachweisverfahren unter Verwendung des gattungsspezifischen 
Amplifikationsverfahrens und einer gattungs- (A) bzw. 3-speziesspezifischen (B: L pneumophila; C: L. anisa; 
D: L. micdadei) Sonden durchgefuhrt. In Figur 2 ist die Farbentwicklung an 10 Filtern gezeigt Es ist War 
erkenntlich, daB die genus-(gattungsspezifische) Sonde (A) in jedem Falle ein Nachweissignal liefert. Die L 
pneumophila-spezifische Sonde (B) reagiert nur mitdem Filter, der auch den Serovar 1, Philadelphia von L 
pneumophila enthalt. Mit der L. anisa-spezifischen Sonde (C) ist im Filter Nr. 4 ein deutliches Signal sichtbar. 
Die Spezies L. micdadei lieB sich mit der L micdadei-spezifischen Sonde (D) nachweisen. L gormanii konnte 
mit der gattungsspezifischen Sonde nachgewiesen werden (Filter Nr. 9). 

Die Belegung der Filter mit nachzuweisenden Nukleinsauren war folgende: 

35 

1 : L. dumof ii (2pmol probe) 

2: L. anisa (2pmol probe) 

3: L. anisa (4pmol probe) 

4: L anisa (8pmol probe) 
40 5: L. micdadei ATCC 332 1 8 (2pmof probe) 

6: L. micdadei ATCC 33218 (4pmol probe) 

7: L micdadei L 5443/90 (2pmol probe) 

8: L. micdadei L 5443/90 (4pmol probe) 

9: L. gormanii 
45 10: L pneumophila sero 1 Philadelphia 

Amplifikation der 23S-5S-Spacer Region von Pneumophila und non-Pneumophila Spezies 
In Figur 3, 4 und 5 ist das Ergebnis der Amplifikation der 23S-5S-Spacer Region mit Hilfe der gattungsspe- 
zifischen Primer gemaB der vorliegenden Erfindung gezeigt. Es ist klar erkenntlich, daB in jedem Fall eine 
so Amplifikation stattfindet, wobei sich in vielen Fallen die GrdGe der Ampltfikate der einzelnen Spezies unter- 

scheidet. Uber die GrOBe der Amplif ikate ist daher eine Unterscheidung der Spezies von Legionella nach gat- 
tungsspezrfischer Amplifikation mOglich. 
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L. pneumophila sero 12 570-CO-H (FIG 3) 

L. pneumophila sero 13 

L pneumophila sero 14 1169-MN-H 

L anisa WA-316-C3 

L. brunensis 

L. cherii ORW 
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7: L cincinattensis 72-OH-H 
8: L. dumofii NY-23 
9: L. erythra SE-32A-C8 
10: L. feeleii sero 1 W0-44C 

^ 11: L. feeleii sero 2 691 -Wl-H 

12: L israelensis Bercovier-4 
M: 100bp DNA size marker 
1 : L. jordanis BL-540 (FIG 4) 

2: L longeachae sero 1 Long Beach-4 

10 3: L longbeachae sero 2 Tucker- 1 

4: L. maceachernii PX-1-G2-E2 

5: L micdadei TATLOCK 

6: L moravica316-36 

7: L. oakridgensis OR-10 

15 8: L rubrilucens WA-270-C2 

9: L. sainthelensi Mt St Helens-4 

10: L. spiritensis Mt St. Helens-9 

11: L steigerwaltii SC-18-C9 

12: L. wadsworthii 81-716A 

?o M: 100bp DNA size marker 

1 : negative control (FIG 5) 

2: L pneumophila sero 1 Philadelphia 1 

3: L pneumophila sero 2 Togu-1 

25 4: L pneumophila sero 3 Bloomington-2 

5: L pneumophila sero 4 Los Angeles- 1 

6: L pneumophila sero 5 Dallas-1 E 

7: L. pneumophila sero 6 Chicago-2 

8: L pneumophila sero 7 Chicago-8 

30 9: L pneumophila sero 8 Concord-3 

10: L pneumophila sero 9 IN-23-G1-C2 

11: L. pneumophila sero 19 Leiden- 1 

12: L. pneumophila sero 11 797-PA-H 

M: lOObp DNA size marker 



40 



Anstelle der in Beispiel 3 verwendeten Primer B und D kOnnen auch Primer eingesetzt: werden, deren Hybridisie- 
rungspositionen auf SEQ. ID. NO. 1 abweichen. Im Folgenden sind konkrete Hybridisierungspositionen (erste Basen- 
paarung und Lange) von weiteren Primern angegeben. Auch bezuglich der gattungsspezifischen Sonde sind im 
Folgenden gleichfalls geeignete Sonden angegeben. Ebenfalis im Folgenden angegeben ist, weiche Kombinationen 
der Primer fur eine gattungsspezif ische Amplication besonders geeignet sind. 
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Beispiel 4: 

Variationsmoglichkeiten der Primer und Sonden 

Primer 

Primer B - Variationsmoglichkeiten 

so 1) Pos. 104, 18mer f T m 43,9° (Primer B aus Beispiel 3) 

2) Pos. 105, 21mer, T m 43,0° 

3) Pos. 110, 22mer, T m 42,8° 

4) Pos. 103, 18mer, T m 43,9° 

5) Pos. 101, 19mer, T m 42,7° 
55 6) Pos. 100, 19mer, T m 43,5° 

7) Pos. 99, 20mer, T m 44,2° 

8) Pos. 100, 20mer, T m 45,0° 

9) Pos. 98, 20mer, T m 43,5° 

10) Pos. 94,21mer, T m 43,1° 
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11) . Pos. 104, 19mer, T m 45,2° 

12) Pos. 105, 23mer, T m 46,1° 

13) Pos. 1 13, 23mer, T m 44,7° 

14) Pos. 102, 19mer, T m 46,3° 
5 15) Pos. 100, 20mer, T m 45,0° 

16) Pos. 99, 21mer, T m 45,6° 

17) Pos. 98, 21mer, T m 45,8° 

18) Pos. 96, 22mer, T m 45,5° 

19) Pos. 105, 22mer, T m 45,1° 
10 20) Pos. 109, 23mer, T m 44,0° 

Primer D - VariationsmGglichkeiten 

21) Pos. 316, 20mer, T m 43,7° (Primer D aus Beispiel 3) 
15 22) Pos. 312, 19mer. T m 46,0° 

23) Pos. 317, 20mer, T m 44,9° 

Primer A: 

20 1) Pos. 34, 21mer, T m 44,5° 

2) Pos. 35, 22mer, T m 45,4° 

3) Pos. 37, 21mer, T m 44,5° 

4) Pos. 39, 20mer ( T m 44,6° 

5) Pos. 38, 29mer t T m 42,1° 
25 6) Pos. 31, 18mer, T m 43,1° 

7) Pos. 29, 18mer, T m 45,9° 

8) Pos. 27, 18mer, T m 43,2° 

9) Pos. 25, 18mer, T m 45,4° 

10) Pos. 41, 19mer, T m 43,8° 

30 

Primer C: 

1 1) Pos. 286, 21mer f T m 44,7° 

12) Pos. 286, 20mer, T m 42,4° 

35 Variationsmoglichkeiten der 5S~Gattungssonde (nur fur Primerkombination B/D) 

Pos. 268, 29mer, T m 61 ,0° (in Beispiel 3 verwendete Sonde) 
Pos, 269, 29mer, T m 60,7° 
Pos. 270, 29mer, T m 60,7° 
40 Pos. 271 , 30mer, T m 61 ,5° 

Pos. 267, 29mer, T m 61 ,4° 
Pos. 265, 27mer, T m 60,6° 

23S Gattungssonde (nur fur Primerkombination A/C geeignet) 
45 5'-TTGTAGTAATTGGCTGATTGTCTTGACCATA-3' SEQ.ID.No. 25 

Variationsmoglichkeiten der L-pheumophila Speziessonde (nur fur Primerkombination B/D und A/C geeignet) 

Pos. 162, 39mer, T m 59,1° (in Beispiel 3 verwendete Sonde) 
so Pos. 160, 32mer, T m 59,3° 

Pos. 163, 31mer, T m 60,1° 
Pos. 159, 33mer, T m 59,4" 

Die Positionsangaben (S'-terminale Base) beziehen sich auf die in FIG 1 abgebildete Sequenz, wobei Primer B und 
55 A komplementar zu den Teilen der Sequenz von FIG 1 sind, die bei der jeweiligen Position beginnen, und Primer D und 
C sequenzidentisch zu den Teilen der Sequenz von FIG 1 sind, die bei der jeweiligen Position beginnen und sich strom- 
abwarts (von der Sequenz in FIG 1 aus gesehen) fortsetzen. 
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Primerkombinationen 


Primer B/D 


Primer A/C 


1/21 


1/11 


2/21 


2/11 


3/21 


3/11 


5/21 


4/11 


6/21 


5/12 


7/21 


6/12 


9/21 


7/11 


10/21 


8/12 


11/22 


9/11 


12/22 


10/11 


13/22 




14/22 




15/22 




16/22 




17/22 




18/22 




11/23 




4/23 




19/23 




20/23 




8/23 




17/23 





Alle angegebenen Primer und Nukleotidsequenzen sind DNS (OligonuWeotide im Falle der Primer und Sonden) 
linear, einzelstrangig. 

Bevorzugt sind die erf indungsgemaBen Sonden spezifisch fur Legionella, d, h., sie besitzen keine Wirkung als Pri- 
mer bzw. Nachweissonden far Organismen, die nicht zur Gattung Legionella gehoren. Die Primerpaare B/D und A/C 
wurden als nicht wirksam gegenuber Bacillus cereus, Branhamella catharrhalis, Candida albicans, Chlamydia tracho- 
matis, Corynebacterium diphtherial Cryptococcus. Escherichia colt, Haemophilus influenzae, Lactobacterium, Usteria 
monocytogenes, Mycobacterium africanum, avium, bovis, flavescens, fortuitum, gordanae, kansasii, terrae and xeno- 
pis, Neisseria meningitidis, Nocardia, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Rhodococcus, Salmonella enteridi- 
tis, Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, milleri, pneumoniae and viridans and 6-hemolytic Streptococcus 
pyogenes, Trichomonas vaginalis and Vibrio cholerae charakterisiert. 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME : Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhoferstr . 116 

(C) ORT: Mannheim 
{ E ) LAND : DE 

(F) P0STLEIT2AHL; 68305 

(G) TELEFON: 0621 759 4348 

(H) TELEFAX: 0621 759 44S7 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG; Gattungs- und speziesspezif ische 
Identif izierung von Legionellen 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 68 

(iv) COMFUTER-LESBARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 336 Basenpaare 
35 (B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

40 < A > BESCHREIBUNG: /desc = "Konsensussequenz" 

(vi) URSPRUNGL I CHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Legionella 

45 

(xx) SEQUENZBESCHREIBUNGi SEQ ID NO: 1: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

^ GGTGTGGAAG CGCAGTAATO CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTO AGTGACTTCA GAATGTGATA TTGATTTGTA TACGTGAAAC GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATATAGCAA TCAAAGCCTC AGGTAAACCA 240 
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GTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 
AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHRE I BUNG : /desc ~ "DNA-Oligonucleotide" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
<iv) ANTISENSE: JA 

(vi) URSPRUNGL I CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella 
(xi) SEQUENZ BESCHRE I BUNG: SEQ ID NO: 2: 

GGCTGATTGT CTTGACCA 18 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHRE I BUNG: /desc » "DNA-Oligonucleotide" 

(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

AGGAAGCCTC ACACTATCAT 20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 
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<B) ART: Nucleotid 

(C) S TRANG FORM : Einzelstrang 

( D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHRE IBUNG : /desc = "DNA-Oligonucleot ide 

(iii) HYPOTHET I S CH : NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

GTTGAAGACT ACGACGTTGA TAGG 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 21 Baaenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "DNA-Oligonucleot ide" 

(iii) HYPOTHET I SCH : NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

AATGTTTCAC TTCTGAGTTC G 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 29 Baaenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM : Ein2elatrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "DNA-Oligonucleotide" 

(iii) HYPOTHET I SCH : NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 
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(vi> URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 



AACCACCTGA TACCATCTCG AACTCAGAA 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "DNA-Oligonucleotide" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 
(xi) SEQUENZ BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 7: 



ACGTGAAACG TATCGTGTAA ACTCTGACTC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 26 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "DNA-Oligonucleotide" 

(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 

(iv) ANTISENSE: J A 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS : Legionella anisa 
(xi) SEQUENZ BESCHRE IT; „ NGs SEQ ID NO: 8: 



ATGCGAATAC AAGATGTAGG TTG-^GC 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZ KENNZE ICHEN ; 

(A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: Linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc » "DNA-Oligonucleot ide" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(vi) URSPRUNGL I CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella micdadei 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG; SEQ ID NO: 9: 

ATGTAAATTG CTCAGACAAA TGAATACAGA GTTT 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 
(t) SEQUENZKENNZE ICHEN : 

(A) LANGE: 31 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc » M DNA-Oligonucleotide M 

(iii) HYPOTHET I S CH : NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(vi) URSPRUNGL I CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella brunensis 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

CCTGTTTTTA CAGAGCACTT AACAATGCTC T 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE; 29 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



EP 0 739 988 A1 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "DNA-Oligonucleotide" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS; Legionella cherrii 
(xi) SEQ.UENZ8ESCHREIBUNG: SEQ ID NOi 11: 

AATG CAAAT A CAAGAAATTT AGGTTGGGC 

{2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 27 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = M DNA-01igonucleotide M 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella cincinnatensis 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG ; SEQ ID NO: 12: 

CTCTCTTTRT TTACCGGAAG TAACGCG 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 26 Basenpaare 
<B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "DNA-Oligonucleot ide" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella dumoffii 
(xi) SEQUENZ BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 13: 
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ATCAATACCT GGGGTAGGAC ACCTGC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 
<i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 24 Baaenpaare 

(B) ART: Nucieotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "DNA-Oligonucleotide 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(vi) URS PRUNGL ICHE HERKUNFT; 

(A) ORGANISMUS: Legionella erythra 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 

AACCCGGGTA AGACCGGAAA AACC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENZKENNZE ICHEN : 

(A) LANGE: 27 Basenpaare 

(B) ART: Nucieotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "DNA-Oligonucleotide' 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella feeleii 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 

GCAAAAATGA AAGACAAATG CGTTTGT 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 
(i) SEQUENZKENNZE I CHEN: 

(A) LANGE: 27 Basenpaare 

(B) ART: Nucieotid 
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(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
{ D ) TOPOLQGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc - "DNA-Oligonucleotide" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNPT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella israelensis 
(xi) SEQUENZ BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 

TTAAACGCTT GTGAATCAAA CCCATTC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 27 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
{ D ) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc - "DNA-Oligonucleotide" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella jordanls 
(xi) SEQUENZ BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 17: 

TGATGAATGA ATATCCCCTA ACATGGG 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 39 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "DNA-oligonucleotide " 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 
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(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 



5 



(A) ORGANISMUS: Legionella longbeachae 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 



TGCTTGATAT AAGATATAAT ACCTCTTTAT TTACCTGAG 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19: 
<i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 32 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BE SCHRE I BUNG : /desc = "DNA-Oligonucleot ide 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 20: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 23 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHRE I BUNG : /desc = "DNA-Oligonucleot ide 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella moravica 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20: 



25 



(A) ORGANISMUS: Legionella maceachernii 
(xi) SEQUENZ BESCHRE I BUNG: SEQ ID NO: 19: 



30 



GGCAATACTT TAATTAAAGG CATTAATGCC TA 



32 
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AGGCCTTGGG CTTGTTGATT GAA 



23 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 21: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 40 Basenpaare 

( B ) ART: Nucleotid 

(C) S TRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHRE I8UNG : /desc = "DNA-Oligonucleotide" 
(lii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: JA 
(vi) URSPRUNGLI CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella sainthelensis 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 21: 

GTGCTGAATA TAAGATATAA TGTTACTCTC TTTATTTACC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 22: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 
{D ) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "DNA-Oligonucleotide" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(vi) URSPRUNGLI CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella spiritensis 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22: 

GTGTGCCCTG AAGAAGAAAC AGGGT 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 23: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 28 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc * "DNA-Ol igonuc leot ide " 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(vi) URS PRUNGL I CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella steigerwaltii 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 23: 

AATGTGTATA CAAGCTGTAG GTTGGCCA 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 24: 

( i ) SEQUENZKENNZE ICHEN : 

(A) LANGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "DNA-Oligonucleotide" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(XV) ANTISENSE: JA 

(vi) URSPRUNGL I CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella wadsworthii 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 24: 

GTACGTACGA ATTAGAGATT GGGTCTAGGC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 25: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 31 Baaenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) S TRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS; Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "DNA-Oligonucleotide" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(vi) URS PRUNGL I CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 25: 
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TTGTAGTAAT TGGCTGATTG TCTTGACCAT A 31 

5 (2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 26: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE : 336 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

10 (C) STRANGFORM; Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
<ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

75 

(vi) URS P RUNGL I CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 

(B) STAMM: Philaclelphia-1 

20 (C) INDIVIDUUM/ISOLAT: Olphila 

<xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2 6: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

25 GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTAACTTCA GAATRTGATA TTGATTTGTA TACCTGATAM GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATAAAGCAA TCAAAGCCTC AGGTAAACCA 240 

GTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

30 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 27: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

35 

(A) LANGE: 336 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 
40 ( D ) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

45 (A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 

<B) STAMM: Knoxville-1 
(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 02knox 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 27: 

50 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 



8NSDOCID: <GP 0739988A1> 



26 



EP 0 739 988 A1 



GCTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 



120 



ATATAATCTG AGTGACTTCA GAATGTGATA TTGATTTGTA TACGTGAAAC GTATCGTGTA 



180 



AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATATAGCAA TCAAAGCCTC AGGTAAACCA 



240 



GTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 



300 



AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 



336 
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50 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 28: 

(i) SEQUEN ZKENN ZE ICHEN : 

(A) LANGE: 336 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URS PRUNGL I CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 

(B) STAMM: Benidorm 030E 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 04beni 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG; SEQ ID NO: 28: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GAATGTGATA TTGATTTGTA TACGTGAAAC GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATAATGCAA TCAAAGCCTC AGGTAAMCCA 240 

GTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 29: 

(i) SEQUENZKENNZE ICHEN: 

(A) LANGE: 33 6 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelatrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URS PRUNGL ICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS : Legionella pneumophila 

(B) STAMM: France 5811 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: OSfran 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 29: 



5 GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTRACTTCA GAATGTGATA TTGATTTGTA TACCTGAWAC GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAM CCTGTGGCTT AATAWAGCAA TYAAAGCCTC AGGTAAACCA 240 

10 GTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 30: 

15 

(i) SEQUENZKENNZEICHZ-V ; 

(A) LANGE: 336 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

20 (C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

25 (vi) URSFRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 

(B) STAMM: OLDA 

<C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 06olda 

30 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 30: 



GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGNNN NNCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

35 GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GATTATGATA TTGATTTGTA TACGTGAAAC GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AACAYAGCAA TCAAAGCCTC AGGTAATCCA 240 

GTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

40 AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 31: 
(i) SEQUENZKJENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 335 Basenpaare 

(B) ART: NuclGOtid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
<D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(Lii) HYPOTHETISCH: NEIN 
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(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 

(B) STAMM: Oxford 4032E 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 07oxfo 

(xi) SEQUENZBESCHRETBUNG : SEQ ID NO: 31: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGANN NNCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GAATGTGATT TTGATTTGTA TACGTGAAAC GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CSTGTGGCTT AATAATGCAA TCAAGCCTCA GGTAAACCAG 240 

TTTTCCTGGC GACTATAGCG ATTTGGAACC ACCTGATACC ATCTCGAACT CAGAAGTGAA 300 

ACATTTCCGC G CCAATG ATA GTGTGAGGCT TCCTC 335 



20 (2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 32: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 336 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM ; Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKiJLS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

30 

(vi) URS PRUNGL I CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 

(B) STAMM: Camperdown-1 

35 (C) INDIVIDUUM/ISOLAT: OSCamp 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 32: 



GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GATTATGATA TTGATTTGTA TACGTGAAAC GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AACATAGCAA TCAAAGCCTC AGGTAATCCA 240 

GTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 33: 
50 <i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 336 Basenpaare 
(E) ART: Nucleotid 

55 
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(C) STRANGFORM : Einzelatrang 

(D) TOPOLOGIE; linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 

(B) STAMM: Togus-1 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 09tog 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO; 33: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GAATGTGATA TTGATTTGTA TACCTGATAA GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATAAAGCAA TMAAAGCCTC AGGTAAMCCA 240 

GTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 34: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 336 Basenpaare 
{ B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 

(B) STAMM: Bloomington-2 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: lOBloom 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 34: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGANN NCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GAATGTGATA TTGATTTGTA TACGTGAAAC GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATATAGCAA TCAAAGCCTC AGGTAAACCA 240 

GTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 35: 

(i) SEQUENZKENNZE ICHEN : 

(A) LANGE: 336 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 
{C> STRANG FORM : Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETI SCH : NEIN 
(vi) URS PRUNGL I CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 
<B) STAMM: Los Angelea-l 
<C> INDIVIDUUM/ISOLAT: llsg41a 
(xi) SEQUENZ BE S CHRE I BUNG : SEQ ID NO; 35: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGNNN NNCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GAATGTATAA TTGAATTGAA TACGTACAAC GCATCGTGTA 180 

AACTCCGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATAGTGTAA TCAAAGCCTC AGGTAAACCA 240 

GTTTTCCTGG CG ACT ATAG C GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 

3Q (2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 36: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 336 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

35 (C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETI SCH: NEIN 

40 (vi) URS PRUNGL I CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 

(B) STAMM: Portland 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 12sg4po 
(xi) SEQUENZ BE S CHRE I BUNG : SEQ ID NO: 36: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

50 

ATATAATCTG AGTAACTTCA GAATRTGATA TTGATTTGTA TACCTGATAM GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATAAAGCAA TCAAAGCCTC AGGTAAACCA 240 
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GTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 
AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 

5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 37: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 336 Basenpaare 
10 (B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Eir.ze 1st rang 

(D) TOPGLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
15 (iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 

(B) STAMM: Dallaa-lE 

20 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 13ag5da 
(xi) SEQUENZBE SCHRE I BUNG : SEQ ID NO; 37: 



2S GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG YGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GAATGTATAA TTGAATTGAA TACGTACAAC GCATCGTGTA 180 

AACTCCGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATAGTGTAA TCAAAGCCTC AGGTAAACCA 240 

30 GTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 38: 
35 (i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 336 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

40 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

45 

(A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 

(B) STAMM: Cambridge- 2 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 14sg5cam 

50 (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 38: 



GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 
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GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 



120 



ATATAATCTG AGTGACTTCA GAATGTGATA TTGATTTGTA TACGTGAAAC GTATCGTGTA 



180 



AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATACAGCAA TCAAAGCCTC AGGTAAACCA 



240 



GTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 



300 



AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 39: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE5 336 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE; linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETI SCH : NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 

(B) STAMM: Chicago-2 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: I5sg6ch 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 39: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGANN NNCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTAACTTCA GAATATGATA TTGATTTGTA TACCTGATAM GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATAAAGCAA TCAAAGCCTC AGGTAAACCA 240 

GTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 40: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 336 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETI SCH : NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 

(B) STAMM: Chicago-8 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 16sg7 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 40: 



5 GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GAATGTGATA TTGATTTGTA TACGTGAAAC GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATATAGCAA TCAAAGCCTC AGGTAAACCA 240 

10 GTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGA CTCCTC 336 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 41: 

15 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 33 6 Basenpaare 

( B ) ART: Nucleotid 

20 <C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

25 (vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 

( B ) STAMM: Concord-3 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 17sg8 

30 

{xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ 10 NO: 41: 



GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

jo 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GAATGTGATA TTGATTTGTA TACGTGAAAC GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATAAAGCAA GAAAAGCCTC AGGTAAACCA 240 

GTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

40 AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGT CTCCTC 336 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 42: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGEs 336 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
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(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 
5 (B) STAMM: IN-23-G1-C2 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 18sg9 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 42: 

10 GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGANN NCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GATTATGATA TTGATTTGTA TACGTGAAAC GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AAC AT AG C AA TCAAAGCCTC AGGTAATCCA 240 

15 

GTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 



20 (2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 43: 

(i) SEQUEN2KENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 336 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

25 (C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKtiLS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

30 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS : Legionella pneumophila 

(B) STAMM: Leiden-1 

35 (C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 19sgl0 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 43: 



GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGNNN NNCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

40 GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GAATGTGATA TTGATTTGTA TACGTGAAAC GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AAYAVAGCAA TCAAAGCCTC AGGTAAACCA 240 

GTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

45 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 44: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 336 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 
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(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

5 (ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 
10 (B) STAMM: 797-PA-H 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 20sgll 
(xi) SEQUENZBESCHRE I BUNG : SEQ ID NO: 44: 

15 GCCTCCCTCA AGATCAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GAATGTGATA TTGATTTGTA TACGTGAAAC GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATAATGCAA TCAAAGCCTC AGGTAAMCCA 240 

20 

GTTXTCCTGG CGMCTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 45: 

do 

<i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A> LANGE: 336 Basenpaare 
(B) ART: Nucleotid 
30 <C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

35 (vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 

(B) STAMM: 570-CO-H 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 21sgl2 

40 

(xi) SEQUENZBESCHRE I BUNG: SEQ ID NO: 45: 



45 



50 



GCCTCCCTCA 


AGATGAGTTT 


TCCCATGNNN 


NNCGNNGAAG 


ACTACGACGT 


TGATAGGCAA 


60 


GGTGTGGAAG 


CGCAGTAATG 


CGTGAAGCTA 


ACTTGTACTA 


ATTGGCTGAT 


TGTCTTGACC 


120 


ATATAATCTG 


AGTAACTTCA 


GAATRTGATA 


TTGATTTGTA 


TACCTGATAM 


GTATCGTGTA 


180 


AACTCTGACT 


CTTTACCAAA 


CCTGTGGCTT 


AATAAAGCAA 


TCAAAGCCTC 


AGGTAAACCA 


240 


GTTTTCCTGG 


CGACTATAGC 


GATTTGGAAC 


CACCTGATAC 


CATCTCGAAC 


TCAGAAGTGA 


300 


AACATTTCCG 


CGCCAATGAT 


AGTGTGAGGC 


TTCCTC 






336 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 46: 
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(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 336 Basenpaare 
5 (B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelatrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
10 (iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNGLICHE ^RKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 

(B) STAMM: 82-A-310S 

15 (C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 22sgl3 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG; SEQ ID NO: 46: 



GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GAATGTGATA TTGATTTGTA TACGTGAAAC GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATACAGCAA TCAAAGCCTC AGGTAAACCA 240 

GTTTTCCTGG CG AC TAT AG C GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 47: 
3Q <i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 336 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: E inzelstrang 
35 (D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGL I CHE HERKDNFT: 

40 (A) ORGANISMUS : Legionella pneumophila 

(B) STAMM: 1169-MN-H 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 23sgl4 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 47: 

45 



50 



GCCTCCCTCA 


AGATGAGTTT 


TCCCATGAAG 


CCCGTTGAAG 


ACTACGACGT 


TGATAGGCAA 


60 


GGTGTGGAAG 


CGCAGTAATG 


CGTGAAGCTA 


ACTTGTACTA 


ATTGGCTGAT 


TGTCTTGACC 


120 


ATATAATCTG 


AGTGACTTCA 


GAATGTGATA 


TTGATTTGTA 


TACGTGAAAC 


GTATCGTGTA 


180 


AACTCTGACT 


CTTTACCAAA 


CCTGTGGCTT 


AAYAYAGCAA 


TCAAAGCCTC 


AGGTAAACCA 


240 


GTTTTCCTGG 


CGACTATAGC 


GATTTGGAAC 


CACCTGATAC 


CATCTCGAAC 


TCAGAAGTGA 


300 
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AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 48: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 374 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

{ C ) STRANGFORM: Einzelstrang 
<D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URS PRUNGL I CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella anisa 

(B) STAMM: WA-316-C2 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 24ani 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 48: 

GAAGCCTCCC TCAAGATGAG TTTTCCCATG AAGCCCGTTG AAGACTACGA CGTTGATAGG 60 

CAAGGTGTGG AAGCACAGTA ATGTGTGAAG CTAACTTGTA CTAATTGGCT GATTGTCTTG 120 

ACCATATAAT CTGAGTTACT TCAGATTGTG AATGCGAATA CAAGATGTAG GTTGGGCCAA 180 

GGCTCAACCT ACGCAGAACT ACTTGAAACA AAGTGTGAAC TTCTTTATTT ACCTAATGCT 240 

TGATTGAGGT ATAATGCCTT ACAATCAATG CAAAACCAGT TTTCCTGGCG ACCATAGCGG 300 

TTTGGAACCA CCTGAATCCA TCTCGAACTC AGAAGTGAAA CGAACCCGCG CCAATGATAG 360 

TGTGAGGTTT CCTC 374 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 49: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 350 Basenpaare 

( B ) ART: Nucleotid 

<C) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NFTN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella brunenais 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 49: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCGA 60 
GGTGTGGAAG CGCAGTAATG TGTGAAGCTA ACT CG TACT A ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 
ATATAACCTG AATGACTTCG GGTTATGATA GAAGATGATA GATTATGCCG TAAGGCACTT 180 
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GTGTTAACCC TTTTTTACTT TACCAGCCTG TTTTTACAGA GCACTTAACA ATGCTCTTTA 240 
TCAACAGGAC AACAGTTTTC CTGGCGACCA TAGCGGTTTG GAACCACCTG ACTCCATCTC 300 
5 GAACTCAGTA GTGAAACAGA CCAGCGCCGA TGATAGTGTG AGGCTTCCTC 350 



25 



30 



35 



40 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 50: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 317 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

<C) STRANG FORM : Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 
<iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URS PRUNGL I CHE HERKUNFT: 

(A) ORGAKISMUS: Legionella Cincinnati iensis 

(B) STAMM: 72-OH-H 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 29cin 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 50: 

GCCTCCCTCA AGCTGAGTTT TCCCTTGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGTAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTTACTTCA GAGTGAAACA GAATATAAGT GACACCATGA CTCTCTTTRT 180 

TTACCGGAAG TAACGCGCTC CAAGGCGCGC TACTCAAAAC AGTTTTCCTG GCGACCATAG 240 

CGGTTTGGAA CCACCTGATT CCATCTCGAA CTCAGTAGTG AAACGAACAT GCGCCAATGA 300 

TAGTGTGAGG TTTCCTC 317 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 51: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE t 359 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URS PRUNGL I CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella dumoffii 

(B) STAMM: NY-23 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 31DUM0 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 51: 
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GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGGAG ACTACGACGX TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGCAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTTACTTCA GATGAACTGA ATCAATACCT GGGGTAGGAC ACCTGCCCCG 180 

AAATAAATAC AAAATAGTGT GTCCTCTTTA TTXACCTCGT GCATGATTCG GGTATAATAT 240 

GCCCAATTGA TCATGTCAAA CCAGTTTTCC TGGCGACCAT AGCGGTTTGG AACCACCTGA 300 

ATCCATCTCG AACTCAGAAG TGAAACGAAC ATGCGCCAAT GATAGTGTGA GGCTTCCTC 359 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 52: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 362 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) S TRANG FORM : Einzelatrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHET I SCH : NEIN 
(vi) URS P RUNGL I CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella cherrii 

(B) STAMM: ORW 

(C) INDIVXDUUM/ISOLAT: 30che 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 52: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CACAGTAATG TGTGCAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AATTACTTCA GATTAACTGA ATGCAAATAC AAGAAATTTA GGTTGGGCGA 180 

CGGCCCAATC TGCAAAAAAA ATGTGTACTC TTTATTTACC TAACGCATGA TTCGGGTATA 240 

ATGCGCCCAT TAATCATGTT AAACCAGTTT TCCTGGCGAC CATAGCGGTT TGGAACCACC 300 

TGACTCCATC TCGAACTCAG AAGTGAAACG AACCCGCGCC AATGATAGTG TGAGGTTTCC 360 
TC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 53: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 325 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHET I SCH : NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella erythra 
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(B) STAMM: SE-32A-CS 



5 



(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 32ERY 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: S3: 



10 



GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCGA 

GGTGTGGAAG CGTAGTAATG CGTGAAGCTA ACTCGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACT 

ATATAACCTG ATGCGCTTCA GGTTATATGG ATAACATGAA TGTGACTCTA TTTTTTACCG 

GCCTCGTGGC CAACCCGGGT AAGACCGGAA AAACCATGAT GCTTAAACCG TTTTCCTGGC 

GACCATAGCA GTTTGGAACC ACCTGAATCC ATCTCGAACT CAGAAGTGAA ACAGACTCGC 



300 



240 



120 



180 



60 



GCCGATGATA GTGTGAGGCT TCCTC 



325 



15 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 54; 
(X) SEQUENZKENNZE ICHEN : 

(A) LANGE: 342 Basenpaare 



20 



(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
(0) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETI SCH : NEIN 
(vi) URSPRUNGL1CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella feeleii 
{ B) STAMM: WO-44C 
(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 33feel 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 54: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCGA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTCGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAACCTG AATTGCTTTG AGGTTATAGG CAAAAATGAA AGACAAATGC GTTTGTGTTA 180 

CCTCATAATC TTTACCGGCC TGCTGGCTGA GCACTTAACC CTGCTTTATC CAGAACAGGC 240 

AAACCCGTTT TCCTGGCGAC CATAGCGGTT TGGAACCACC TGACTCCATC TCGAACTCAG 300 

AAGTGAAACA AACCCGCGCC GATGATAGTG TGGAGTTTCT CC 342 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 55: 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 349 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
<D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 
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(i-ii) HYPOTHETISCH : NEIN 
(vi) URSPRONGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGAN TSMUS : Legionella feeleii 

(B) STAMM: 691-WI-H 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 34feel 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 55: 

GCGGGAAGCC TCCCTCAAGA TGAGTTTTCC CATGAAGCCC GTTGAAGACT ACGACGTTGA 60 

TAGGCGAGGT GTGGAAGCGC AGTAATGCGT GAAGCTAACT CGTACTAATT GGCTGATTGT 120 

CTTGACCATA TAACCTGAAT TGCTTTGAGG TTATAGGCAA AAATGAAAGA CAAATGCGTT 180 

TGTGTTACCT CATAATCTTT ACCGGCCTGC TGGCTGAGCA CTTAAACCTG CTTTATCCAG 240 

AACAGGCAAA CCCGTTTTCC TGGCGACCAT AGCGGTTTGG AACCACCTGA CTCCATCTCG 300 

AACTCAGAAG TGAAACAAAC CCGCGCCGAT GATAGTGTGG AGTTTCTCC 349 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 56: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 321 Basenpaare 
<B) ART: Nucleotid 
<C) STRANGFORM: Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRONGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella iaraelensis 

(B) STAMM: Bercovier-4 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 36isr 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 56: 

GCCTTCCTCA AGATGAGTTT TCCCTTGAAG CCCGTTGAAG ACGACGACGT TGATAGGCGA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG TGTGAAGCTA ACTCGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATATCCTG AAATCATTCA GGGCATGATA CAAAATGAGT TTAAACGCTT GTGAATCAAA 180 

CCCATTCAAT CTTTACCTTC TGCCTTCAAT AAGGCAGAAT AACCCGTTTT CCTGGCGACC 240 

ATAGCTGTTT GGTACCACCT GATACCTTTC CGAACTCAGT AGTGAAACAA ACACGCGCTG 300 

ATGATAGTGT GGGGTCTCCC C ^21 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 57: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 348 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 
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(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella jordanis 

(B) STAMM: BL-540 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 38jor 

(xi) SEQUENZBESCHRJ2IBUNG : SEQ ID NO: 57: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCGA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG TGTGAAGCTA ACTCGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAACCTG AATGGCTTTT ATGTGGCAAG TCAAAGACAA GGCTTGGCAA GCTTGTGTTG 180 

CCCTAATATT TATCTTTACC AGCCTGATGA ATGAATATCC CCTAACATGG GTATTTGCTC 240 

AGCAGGACAA CGTTTTTCCT GGCGACCATA GCGGTTTGGA ACCACCTGAC TCCATCTCGA 300 

ACTCAGAAGT GAAACAGACC AGCGCCGATG ATAGTGTGAG GCTTCCTC 348 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 58: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 312 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella longbeachae sero.l 

(B) STAMM: Long Beach-4 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 391ongl 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 58: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCTTGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGTAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTTACTTTA GATTATGCTT GATATAAGAT ATAATACCTC TTTATTTACC 180 

TGAGTATCAT GCCAATAATG CGCGATACTC AAAACAGTTT TCCTGGCGAC TATAGCGGTT 240 

TGGAACCACC TGAATCCATC TCGAACTCAG AAGTGAAACG TACATGCGCC AATGATAGTG 300 

TGAGGCTTCC TC 312 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 59: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 312 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOP0L0GIE: linear 

<ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
<iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella lonbeachae sero.2 

(B) STAMM: Tucker -1 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 401ong2 

<xi) SEQUEN Z BESCHRE I BUNG : SEQ ID NO: 59: 



GCCTCCCTCA 


AGATGAGTTT 


TCCCTTGAAG 


CCCGTTGAAG 


ACTACGACGT 


TGATAGGCAA 


60 


GGTGTGGAAG 


CGTAGTAATG 


CGTGAAGCTA 


ACTTGTACTA 


ATTGGCTGAT 


TGTCTTGACC 


120 


ATATAATCTG 


AGTTACTTTA 


GATTATGCTT 


GATATAAGAT 


ATAATACCTC 


TTTATTTACC 


180 


TGAGTATCAT 


GCCAATAATG 


CGCGATACTC 


AAAACAGTTT 


TCCTGGCGAC 


TATAGCGGTT 


240 


TGGAACCACC 


TGAATCCATC 


TCGAACTCAG 


AAGTGAAACG 


AACATGCGCC 


AATGATAGTG 


300 


TGAGGCTTCC 


TC 
























312 


(2) ANGABEN 


ZU SEQ ID 


NO: 60: 











<i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 354 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
(0) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKtfLS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella machearchernii 

(B) STAMM: PX-1-G2-E2 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 41mac 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 60: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGGAG ACTACGACGT TGATAGGCGA 
GGTGTGGAAG CACAGTAATG TGTGTAGCTA ACT CG TACT A ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 
ATATAACCTG AGCTGCTTTT AGGTTGAAGA GTAAGTGATA AGGCAATACT TTAATTAAAG 
GCATTAATGC CTAAGCGTTT GTGTTAACCT CTAACCCCTT TACCAAGCTG ATTGGCGAAT 



60 
120 
180 
240 
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ACGCCAATCG GTAAACCAGT TTTCCTGGCG ACCATAGCGG TTTGGAACCA CCTGAATCCA 300 
TCTCGAACTC AGAAGTGAAA CAGACCTGCG CCAATGATAG TGTGGGGCTT CCCC 354 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 61: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 374 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelatrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom— DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella micdadei 

(B) STAMM: Tatlock 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 42micd 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 61: 

GAAGCCTCCC TCAAGATGAG TTTTCCCATG AAGCCCGTTG AAGACTACGA CGTTGATAGG 60 
CGAGGTGTGG AAGCACAGTA ATGTGTGTAG CTAACTCGTA CTAATTGGCT GATTGTCTTG 120 
ACCATATAAC CTGAACTGCC TTTAGGTTAT GAGTGAAGAA GCAAGGCAAT ATTGAATGAC 180 
AGGGCAATGT AAATTGCTCA GACAAATGAA TACAGAGTTT GTGTTAACCT CTATCCACTT 240 
TACCAAGCTG ATTGGTTAAT AGCCCAATCG GTAAACCAGG TTTCCTGGCG ACTATAGCGG 300 
TTTGGAACCA CCTGATCCCA TCTCGAACTC AGAAGTGAAA CATACCTGCG CCAATGATAG 360 
TGTGGGGCTT CCCC 

374 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 62: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 340 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART DES MOLEKULS: Genom— DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella moravica 

(B) STAMM: 316-36 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 43monr 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 62: 
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GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG TGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

5 ATATAATCTG AGTTACTTCG GGTTATAGAA GTAGACGATA AAATAGAGTA GAATGTGTTA 180 

CCTCGAATCT TTACCAGGCC TTGGGCTTGT TGATTGAACN CAATCATCAA TCTGAAGGTA 240 

AACAGTTTTC CTGGCGACAA TAGCGGTTTG GAACCACCTG ATCCCATCTC GAACTCAGAA 300 

GTGAAACGAA CATGCGCCGA TGATAGTGTG AGGCTTCCTC 340 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 63 i 
<i> SEQUENZKENNZEICHEN: 
15 ( A > lXngE: 302 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

20 ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

<iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella oakridgensis 

(B) STAMM: OR- 10 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 44oak 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG; SEQ ID NO: 63: 



25 



30 



40 



AGCCTCCCTC GAGATGAGTT TTCCCATGAA GCCCGTTGAA GACGACGACG TTGATAGGCG 60 

AGGTGTGGAA GCGTAGTAAT ACGTGAAGCT AACTCGTACT AATTGGCTGA TTGTCTTGAC 120 

CATATAACCT GAGTTGATTC AGGTTAACGC ATGCGTTTGT GTATGCCTCA ATCTTTACCA 180 

CTTGGAAGCG TAAGCTTCCA ATACCGTTTT TCCTGGCGAC CATAGCCGTT TGGAACCACC 240 
TGATACCATC CCGAACTCAG AAGTGAAACG AACGCGCGCC AATGATAGTG TGGGGCTTCC 



CC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO; 64: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 32 3 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

<C) STRANGFORM: Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella rubrilucens 



300 
302 
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<B) STAMM: WA-2 70A-C2 
(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 45rub 
5 (XL) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 64: 



10 



GCCTCCCTCA 


AGATGAGTTT 


TCCCATGAAG 


CCCGTTGAAG 


ACTACGACGT 


TGATAGGCGA 


60 


GGTGTGGAAG 


CGCAGTAATG 


CGTGAAGCTA 


ACTCGTACTA 


ATTGGCTGAT 


TGTCTTGACC 


120 


AT AT AAC C TG 


ATACGCTTCA 


GGTTATAGCA 


ATAACATGAA 


TGTGACTCTA 


TTVTTTACCG 


180 


GCCTCATGGC 


CAGCGGTTAA 


CACCGTTGCC 


ACCATGACGC 


TTAAACCGTT 


TTCCTGGCGA 


240 


CCATAGCAGT 


CTGGAACCAC 


CTGAATCCAT 


CTCGAACTCA 


GAAGTGAAAC 


AGACTCGCGC 


300 


CGATGATAGT 


GTGAGGTTTC 


CTC 








323 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 65: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 316 Basenpaare 

20 

(8) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

25 Ui) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella aainthelenais 
30 (B) STAMM: Mt.St. Helens-4 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 46saint 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 65: 



35 



40 



GCCTCCCTCA AGATGAGTTT 


TCCCTTGAAG 


CCCGTTGAAG 


ACTACGACGT 


TGATAGGCAA 


60 


GGTGTGGAAG 


CGTAGTAATG 


CGTGAAGCTA 


ACTTGTACTA 


ATTGGCTGAT 


TGTCTTGACC 


120 


ATATAATCTG 


AGTTACTTCA 


GATTGTGCTG 


AATATAAGAT 


ATAATGTTAC 


TCTCTTTATT 


180 


TACCTGAGTA 


TCATGCGGCT 


AATGCACGAT 


ACT C AAAAC A 


GTTTTCCTGG 


CGACCATAGC 


240 


GGTTTGGTAC 


CACCTGATTC 


CATCTCGAAC 


TCAGAAGTGA 


AACGAACATG 


CGCCAATGAT 


300 


AGTGTGAGGC 


TTCCTC 










316 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 66: 

45 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 350 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

50 < c > STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
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(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella apiritensis 

(B) STAMM: Mt. St. Helens-9 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 47spir 

<xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 66: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCC* OAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGX TGATAGGCGA 60 

GGTGTGGAAG CGTAGTAATG CGTGAAGCTM ACTCGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAACCTG AATGACTTCG GGTTATTGAT ACGAAAGATA CGAAAAGAAG CAAGAACGAT 180 

TGTGTTACCG AATATCTCTT TACCAGCCTG TGGTGTGCCC TGAAGAAGAA ACAGGGTTAC 240 

GACTCAGGAT AACCGTTTTC CTGGCGATTA TAGCCGTGTG GAACCACCTG ATTCCATCTC 300 

GAACTCAGAA GTGAAACGCA CGTACGCCGA TGATAGTGTG GGGTCTCCCC 350 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 67: 
<i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 360 Basenpaare 
25 < B ) A^T: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Cenom-DNA 
30 (iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella steigerwaltii 

(B) STAMM: SC-18-C9 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 48steig 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 67; 



GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG TGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

AT ATAAT CTG AATTACTTCA GAGTGACTGA ATGTGTATAC AAGCTGTAGG TTGGCCAAGG 180 

CACAACCTAC AGAAATAAAT TGTGAACCCT TTATTTACCT AATGCATGAT TCGGGTATAA 240 

TACGCCCAAC ATCATGTAAA ACCAGTTTTC CTGGCGACCA TAGCGGTTTG GAACCACCTG 300 

ACTCCATCTC GAACTCAGAA GTGAAACAGA CCCGCGCCAA TGATAGTGTG AGGTTTCCTC 360 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 68: 
50 (i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 366 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 
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(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

<ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URS PRUNGL I CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella wadsworthii 

(B) STAMM: 81-716A 

(C) IN0IVIDUUM/ISOLAT: 49wad 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 68: 



GCCTCCCTCA 


AGATGAGTTT 


TCCCTTGAAG 


CCCGTTGAAG 


ACTACGACGT 


TGATAGGCAA 


60 


GGTGTGGAAG 


CGCAGTAATG 


TGTGAAGCTA 


ACTTGTACTA 


ATTGGCTGAT 


TGTCTTGACC 


120 


ATATAATCTG 


AGTTACTTCA 


GGTTAACTGA 


TAAGTACGTA 


CGAATTAGAG 


ATTGGGTCTA 


180 


GGCCCAATCT 


AAAAAAAATA 


AAAAAATGTG 


AACCTTTTTA 


TTTACCTATA 


GCATGATTAG 


240 


GGTATAATAC 


GCCCAATTCA 


TGCGAAACCA 


GTTTTCCTGG 


CGACAATAGC 


GGCTTGGAAC 


300 


CACCTGATCC 


CATCTCGAAC 


XCAGAAGTGA 


AACGAGCATG 


CGCCAATGAT 


AGTGTGAGGT 


360 


CTCCTC 












366 



Patentanspruche 

1. Verfahren zur gattungsspezifischen Amplifikation von Nukleinsauren der Gattung Legionella, dadurch gekenn- 
zeichnet, daG mit weniger als 7 Primern Nukleinsauren aller moglichen Spezies der Gattung Legionella amolif iziert 
werden. ^ 

2. Verfahren zum Nachweis von Bakterien der Gattung Legionella in einer Probe gekennzeichnet durch 

- gattungsspezrfische Amplifikation von Nukleinsauren aller in der Probe vorhandenen Spezies der Gattung 
Legionella unter Verwendung eines Legionella-gattungsspezifischen Sets von wenigstens 7 Primern und 

- Nachweis einer oder mehrerer Spezies der Gattung Legionella aufgrund der Amplifikate. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daG zwischen den Spezies aufgrund der unterschiedli- 
chen GrGGe der Amplifikate differenziert wird. 

4. Verfahren gema3 Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daG die Amplifikate anschlieGend mit einer gattungsspe- 
zifischen Sonde nachgewiesen werden. 

5. Verfahren gemSG Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daG die Amplifikate anschlieGend mit Hilfe speziesspezi- 
f ischer Sonden auf die Anwesenheit von Legionella-Spezies untersucht werden. 

6. Verfahren gemaG Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daG die Amplifikate anschlieGend mit Hilfe von Legionella- 
Untergruppen spezif ischer Sonden auf die Anwesenheit von Legionella-Untergruppen untersucht werden. 

7. Verfahren zum Nachweis von Bakterien der Gattung Legionella unter gattungsspezifischer Amplifikation eines Teil- 
stuckesder Nuklemsauresequenz der Bakterien, dadurch gekennzeichnet daGdasTeilstucksowohl Teileder23S- 
Region und der 5S-Region, als auch die dazwischen liegende Spacerregion umfaGt. 
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8. Verfahren gemaB Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Amplifikation unter Verwendung zweier Primer 
durchgefiihrt wird von denen einer mit einem Strang in der 23S-Region und der andere mit dem Gegenstrano in 
der 5S-Region hybndisiert. a u 

9. Verfahren gemaB Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Primersequenzen Sequenzen enthalten die aus- 
gewdhlt s,nd aus mindestens 1 5 Basen langen Sequenzen, die zumindestens 90 % homolog mit oder komplemen- 
tar zu Teilsequenzen der SEQ. ID. No. 1 sind. ^mpiemen 

10. Verfahren zum Nachweis von Bakterien der Gattung Legionella unter Verwendung einer Nukleinsauresonde wel- 
che eine m.ndestens 15 Basen lange Sequenz aufweist. die zumindestens 90 % homolog zu einem Teil der23S 
Oder Spacer-Region der SEQ. ID. No. 1 ist, oder die zumindestens 90 % komplementar zu einem Teil der 23S- oder 
Spacer-Region der SEQ. ID. No. 1 ist. 

11. Verfahren gemaB Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Sonde keine weiteren Legionella-spezifischen 
Sequenzen aufweist, die mehr als 1 5 Basen lang sind. oH^m&uien 

12. Verfahren gemaB Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet. daB vor Verwendung der Nukleinsauresonde ein Ampli- 
fikationsverfahren gemaB Anspruch 9 durchgefiihrt wird und die Sonde mit einem Strang des amplifizierten Teil- 
stuckes hybridisieren kann. 

13. Verfahren zum Nachweis von Bakterien der Gattung Legionella, dadurch gekennzeichnet, daBdie Summe aller 
moglichen Spezies der Gattung Legionella nachgewiesen wird. 

14. Nukleinsauresonde zum Nachweis von Bakterien der Gattung Legionella, welche zu mindestens 90 % homoloo zu 
e,nem Te. der 23S- oder Spacer- Region der SEQ. ID. No. 1 ist, oder die zu mindestens 90 % komplementar zu 
einem Teil der 23S- oder Spacer-Region der SEQ. ID. No. 1 ist. 

15. Sonde gemaB Anspruch 14 dadurch gekennzeichnet, daB sie gattungsspezifisch ist. 

16 ' S °!^!! ema ' 3 Ans P ruch 14 - dadurch gekennzeichnet, daB der Teil von SEQ. ID. No. 1 zwischenden Positionen 94 
und 126 oder 25 und 67 liegt. 

17. Sonde gemaB Anspruch 14. dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenz der Sonde die Sequenz von Position 94 
und 126 oder 25 und 67 einschlieBt. 

18. Paar von Primern zur gattungsspezifischen Amplifikation von Legionella-Nukleinsauren von denen einer mit einem 
Strang ,n der 23S-Region und der andere mit dem Gegenstrang in der 5S-Region des Legionella-Genoms hybridi- 

40 1 9. Doppelstrangige Legionella-spezif ische Nukleinsaure enthaltend die Spacerregion zwischen 5S-RNS und 23-RNS 
sow.e jeweils nur solche Teile der 5S-RNS und 23S-RNS, die im Genom direkt an die Spacerregion anschlieBen 
dadurch gekennzeichnet, daB sie hfichstens 371 bp lang ist. 

20. Reagenzkit zur gattungsspezifischen Amplifikation und zum speziesspezifischen Nachweis von Leqionella-S D e- 
45 zies enthaltend 

- ein gattungsspezif isches Set von weniger als 7 Primern und 

- mindestens eine Legionella-speziesspezifische Nachweis-Sonde. 
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Fig. 1 

t : GCCTCCCTCAAGATGAGTTTTCCCATGAAGCCCGTTGAAGACTACGACGT 
5 1 : TGATAGGCAAGGTGTGGAAGCGCAGTAATGCGTGAAGCTAACTTGTACTA 

23S/Spacer 

101: ATTGGCTGATTGTCTrGACCATATAATCTGAGTGACTTCAGAA/TGTGATA 
151: 1TGATTTGTATACGTGAAACGTATCGTGTAAACTCTGACTCTTTACCAAA 

Spaco/SS 

20 1 : CCTGTGGCITAATATAGCAATCAAAGCCTCAGGTAAACCAGTTT/TCCTGG 
25 1 : CGACTATAGCGATTTGGAACCACCTGATACCATCTCGAACTCAGAAGTGA 
301; AACATTTCCGCGCCAATGATAGTGTGAGGCTTCCTC 
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FIG 3 
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FIG Li 
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FIG 5 
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